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1 . This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. fe ^ 



. sheets, including this cover sheet. 



This REPORT consists of a total of 6_ 

□ am"nde P d and ^,££7 ANNEX f S ' 'f- shcels Ascription, claims and/or drawings which have been 

TO !o and Sec^n *n , r 1° rcP °" and ° r SheCtS COmamin8 rcclif ' cat '°" s ™de before this Authority (see Rule 
/U. 1 b and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



. sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



1 




II 
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III 


□ 


IV 




V 


IE] 


VI 




VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

01 March 2001 (01.03.01) 


Date of completion of this report 

26 November 2001 (26.11.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 


Authorized officer 


Facsimile No. 


Telephone No. 


Form PCT/IPE A/409 (cover sheet) (July 1 998) ' 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



I International application No. 

PCT/EPOO/08193 



I. Basis of the report 



With regard to the elements of the international application: 
1 | tnc international application as originally filed 
the description: 
pages 

pages 

pages 



1-20 



, as originally filed 

. filed with the demand 



. filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-43 



, as originally filed 



_ , as amended (together with any statement under Article 19 
. , filed with the demand 



□ 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 
.filed with the demand 



I I the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 
pages 



. , filed with the letter of 



, as originally filed 



, filed with the demand 



. , filed with the letter of 



1 2 H^!£5M teiatKSfftf*- 10 ,hls A — - «- * in wh.ch 

These elements were available or furnished lo Ihis Authority in the following language which is . 

LJ ihe language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). ~ 
LJ the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

"IT 8 ' ° f ,ranS ' a "° n fUm ' Shed fW PUrP ° SCS ° f ln,ernatlonal Penary examination (under Rule 55.2 and/ 

3 " ^^^^ - - i— appheat.on, the mternat.ona, 

contained in the international application in written form. 
LJ filed together with the international application in computer readable form. 
| — | furnished subsequently to this Authority in written form. 
LJ furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

□ The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. y aisciosure in the 

D be h e7flThe n d. that ^ mf0miati0n " f °™ ' S t0 thc written sequence listing has 

The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description, pages 

□ 

the claims, Nos. 

□ the drawings, sheets/fig 



5 □ "~ -X -e been considered to go 

+ J*™ '» response to an Ration under Article 14 are referred to 

and 70.17). 8 " J °' annexed to thls ™P°" Since they do not contain amendments (Rule 70. J 6 

"Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EPOO/08193 



IV. Lack of unity of invention 



1 In response to the invitation to restrict or pay additional fees the appiicant has: 

□ restricted the claims, 
paid additional fees. 

□ 

paid additional fees under protest. 

□ neither restricted nor paid additional fees. 



3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13 1 13 2 and 13 3 is 
complied with. 

^2 not complied with for the following reasons: 

See supplemental box 



4 SSSSj ^~ mg Pa " S ° f ,n,Crna "° nal aPP " Ca, '° n WCre ' hC * ^"-ational prdi^nary 



i rcpon 
^3 a11 parts. 

□ the parts relating to claims Nos. 



examination 



Form PCT/IPEA/409 (Box IV) (July 1998) 



Ternational application No. 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT | p CT/E p 00/08193 



PC 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: IV 



Claims 26 - 30 relate to a method for the simultaneous 
amplification and labelling of cDNA molecules, and Claims 
41 - 43 to a method for unravelling double- strand nucleic 
acids. The subjects of these claims are not so linked with 
the subjects of the remaining claims as to form a single 
general inventive concept (PCT Rule 13.1). 



Form PCT/I PEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



international application No. 

PCT/EP 00/08193 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



12, 14, 15, 26 - 30, 37, 39 YES 
- 43 

1 - 11, 13, 16 - 25, 31 - NO 

36, 38 



1-43 



1-43 



YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

The following documents cited in the international search 
report represent the closest prior art: 

(A) US-A-5 760 130 

(B) US-A-5 622 826 

(C) WO-A-97/18226. 

Independent Claims 1 and 31 relate to methods for 
immobilizing biopolymers on a solid phase. In one case 
(Claim 1} , the surface of the solid phase comprises a 
reactive group to which a biopolymer, preferably an amino- 
modified nucleic acid, is covalently bonded. In the other 
case (Claim 31), the surface of the solid phase comprises 
an amino group which interacts covalently or non-covalently 
with the biopolymer. 

The subjects of these claims are anticipated in a manner 
prejudicial to novelty by the disclosures in documents A 
(see columns 1 and 2 and the claims), B (see the claims and 
tables) and C (see the claims and Figure 2c) . The same 
applies to Claims 2-11, 13, 16-25, 32-36 and 38, 
which also fail to comply with the requirements of PCT 
Article 33 (3) . 



../... 



Form PCT/I PEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 




Puernational application No. 
PCT/EP 00/08193 



(Continuation of V.2) 

The subjects of Claims 12, 14, 15, 37, 39 and 40 do not 
appear to contain an inventive concept per se and therefore 
do not comply with the requirements of PCT Article 33 (3). 

The subjects of Claims 26 - 30 and 41-43, which are not 
dealt with in any of the international search report 
citations, are common general knowledge in the relevant 
technical field and therefore do not comply with the 
requirements of PCT Article 33(3). 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



P 

PC 



emational application No. 
PCT/EP 00/08193 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: VI 



Application No. 
Patent No. 



Publication date 



( day/mon th/year) 



DE-A-198 15 864 14.10.1999 



Filing date 

( day/mon th /year ) 

08 . 04 . 1998 



Priority date 
(valid claim) 
( day/mon th/year ) 



Should the claimed priority date not be valid, the above- 
mentioned document would become relevant for the assessment 
of novelty and inventive step (PCT Article 33(2) and (3)). 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


International application No. 




PCTAJS96/I8212 


A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 




IPCC6) :C0m 21/02. 21/04; C12Q 1/68 




US CL 435/6; 514/44; 536/24 3 




According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 


B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 



U.S. : 435/6; 514/44; 536/24.3 

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents arc included in the fields searched 
NONE 



Electronic data baae consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used) 
BIOSIS, EMBASE, MEDLINE, LIFE SCIENCES. DERWENT, EUROPEAN PATENTS, CA f APS 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


Y, P 
Y, E 
Y, P 
Y 

Y 


US 5,478,893 A (GHOSH ET AL.) 26 December 1995, 
columns 3-28. 

US 5,599,667 A (ARNOLD, JR. ET AL.) 04 February 1997, 
columns 8-1 2. 

US 5,514,785 A (VAN NESS ET AL.) 07 May 1996, columns 
3-10. 

CHEHAB et ai. Detection of multiple cystic fibrosis 
mutations by reverse dot blot hybridization: a technology for 
carrier screening. Human Genetics. 01 May 1992, Vol. 89, 
No. 2, pages 163-168, especially page 164. 

EP 0,411,186 AI (ABBOTT LABORATORIES) 06 February 
1991, columns 4-5. 


1-19, 22-25, 28 
1-19, 22-25, 28 
1-19, 22-25, 28 
20, 21, 26, 27 

1-19, 22-25, 28 


~~| Further documents are listed in the continuation of Box C. ! Sec patent family annex. 


SpecaU cMcfone* of crtod document: "T* later document published arUr the mtemaOonaJ filing date or pnonty 
•A' docunmtfdeiuunf the gacfftl able of the art wluco n r^ conaaiered J - * Z «ppbc«io«i but c.ued to under.tnnd the 
to be Of p+iU^Ut relevance pnncple or theory under* nut the mvenuoo 

"E* csnrlier >— »* published on or after the aaicrnationaJ r.l.n t dntc " X " document of particular relevance, the claimed invention cannot be 

considered novel or cannot be considered to involve an nwenbvc step 
1 ' document which aaay throw doubts on priority chunks) or which ia when the documeni a> taken alone 
cnad to ratahtiah the pubbenbon date of another citation or other 

■pecssi reason (aa apccifod) "V document of particular relevance; the churned awenOoo cannot be 

•rr h~-,~ . ~r , .„ , . , „ . . considered to mvotve an inventive rtcp when the document - 

U document re/emn* to an oral disclosure, uae, exhibition or other combined w.th one or more other such documents, such combmation 
mrmm b<WLt obvioua to a person skilled at the art 

2™^^?™'° "* »<™*>->™°* ^ but later than document n^r of ^ mme pate^ f«ndy 


Date of the actual completion of the international search 
05 FEBRUARY 1997 


Dale of mailing of the international search report 

2 7 FE8J997 


Name and mailing address of the ISA/US 
CommiMtooer of Patent* and Trademark* 
Box PCT 

Wnshinanon. DC 20231 
Facsimile No. (703) 305-3230 


Authorized officer 

PAUL B. TRAN. PH.D. L^^JyQ^ 
Telephone No (703) 308-0 19fV 1 




Form PCT /I5 A/2 10 (second sheet)(July 1992)* ( 





VERTRA»BER DIE INTERNATIONALE ZU^/IMENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

20349P WO 


WEITERES siehe Mitteilung iiber die Ubermirtlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/08193 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

22/08/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

24/08/1999 


Anmelder 

EUROPAISCHES LAB0RAT0RIUM FUR M0LEKULARBI0L0GIE 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt 3 Blatter. 

l~X~| Dariiber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . GrundJage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



2. 
3. 



Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucieotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mitder internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht iiber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

j | Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

| ] Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

[ | Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



□ 
□ 
□ 
D 



4 Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

|~X~l wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 

i | Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. — 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen [ | keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
] j weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1 ) (Juli 1998) 



Absender: 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWES 

MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 

WEICKMANN & WEICKMANN 
Postfach 860 820 
81635 Munchen 
ALLEMAGNE 




MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Regel 71.1 PCT) 



Absendedatum 
(Tag/Mona t/Jahr) 



26.11.2001 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
20349P WO 


WICH7TGE MnTEJLUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/E POO/08 193 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
22/08/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
24/08/1 999 


Anmelder 

EUROPAISCHES LABORATORIUM FUR MOLEKULARBIOLOGIE et 



2. 



Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB ihm die mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internationalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen, ubermittelt. 

Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen - dem Internationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 

4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 



Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der internationalen Prufung 


Bevollmachtigter Bediensteter 




beauftragten Behorde 


Europaisches Patentamt 


Neumann, M 




d)H D " 80298 Munchen 


is})' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 




Fax: +49 89 2399 - 4465 


Tel. +49 89 2399-7351 



Formblatt PCT/IPEA/416 (Juli 1992) 



VERTRAG UBERDIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
20349P WO 


wnDrcucM siehe Mitteilung uberdie Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/E POO/08 193 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
22/08/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
24/08/1 999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12Q1/68 



Anmelder 

EUROPAISCHES LABORATORIUM FUR MOLEKULARBIOLOGIE et 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaGt insgesamt 6 Blatter einschliefBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I H Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV H Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V H Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

VI E3 Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII □ Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
01/03/2001 


Datum der Fertjgstellung dieses Berichts 
26.11.2001 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Wieser, M (f }] 

Tel. Nr. +49 89 2399 8434 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 





INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/081 93 



I. 



Grundlage des Berichts 



1 



Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beige fugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 und 70.17)): 
Beschreibung, Seiten: 



1-20 



ursprungliche Fassung 



Patentanspriiche, Nr.: 



1-43 



ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorfaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
Internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftficher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daG das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VMI, Blatt 1) (Juli 1998) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/081 93 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzbiatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. □ Die Behorde hat festgestelit, daf3 das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche Oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13.1, 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

IS alle Teile. 

□ die Teite, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 12,14,15,26-30,37,39-43 

Nein: Anspruche 1-11,13,16-25,31-36,38 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/081 93 



Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: 



Anspruche 



Nein: Anspruche 1-43 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-43 

Nein: Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1. Bestimmte verdffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / Oder 

2. Nicht-schriftiiche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 
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Punkt IV 

Die Anspruche 26-30 beziehen sich auf ein Verfahren zur gleichzeitigen 
Amplifikation und Markierung von cDNA-Molekulen, die Anspruche 41-43 auf ein 
Verfahre zur Auftrennung von doppelstrangigen Nukleinsauren. Der Gegenstand 
dieser Anspruche ist mit dem Gegenstand der restlichen Anspruche nicht so 
verbunden, daB sie eine gemeinsame erfinderische Idee verwirklichen (Regel 
13.1 PCT). 

Punkt V 

Die folgenden im International Recherchenbericht angefuhrten Dokumente 
stellen den nachsten Stand der Technik dar: 

(A) US-A-5 760 130 

(B) US-A-5 622 826 

(C) WO-A-97/18 226 

Die unabhangigen Anspruche 1 und 31 beziehen sich auf Verfahren zur 
Immobilisierung von Biopolymeren an eine Festphase. In einem Fall (Anspruch 1), 
enthalt die Festphase an ihrer Oberflache eine reaktive Gruppe, an die ein 
Bipolymer, bevorzugt eine aminomodifizierte Nukleinsaure, kovalent gebunden 
wird. Im anderen Fall (Anspruch 31), enthalt die Festphase an ihrer Oberflache 
eine Aminogruppe, welche kovalente Oder nichtkovalente Wechselwirkungen mit 
dem Biopolymer ausbildet. 

Der Gegenstand dieser Anspruche wird durch die Offenbarung in den 
Dokumenten A (siehe Spalten 1 ,2 und Anspruche), B (siehe Anspruche und 
Tabellen) und C (siehe Anspruche nd Abbildung 2c) neuheitsschadlich 
vorweggenommen. Dasselbe trifft auf die Anspruche 2-1 1 ,13,16-25,32-36 und 38 
zu, die ebenfalls nicht den Erfordernissen des Artikel 33(3) PCT entsprechen. 

Der Gegenstand der Anspruche 12,14,15,37,39 und 40 scheint kein 
erfinderisches Konzept per se zu beinhalten, und entspricht somit nicht den 
Erfordernissen von Artikel 33(3) PCT. 
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Der Gegenstand der Anspruche 26-30 und 41-43, der in keinem der im 
Internationalen Recherchenbericht zitierten Dokumenten behandelt wird, gehort 
auf dem betreffenden Fachgebiet zum Allgemeinwissen des Fachmannes und 
entspricht somit nicht den Erfordernissen des Artikel 33(3) PCT. 



Section VI 



Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 



Anmelde Nr. 
Patent Nr. 



Veroffentlichungsdatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



Prioritatsdatum 
(zu Recht beansprucht) 
(Tag/Monat/Jahr) 



DE-A-1 981 5864 



14.10.999 



08.04.1998 



Sollte das beanstandete Prioritatsdatum nicht gultig sein, wurde das obige 
Dokument im Hinblick auf die Beurteilung der Neuheit und der erfinderischen 
Tatigkeit relevant sein (Artikel 33(2) and (3) PCT). 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt2) (EPA-April 1997) 



ft 



5^1 



/ 



VERTRAG UBEffDIE INTERNATIONALE ZUSAl/IMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUN 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
20349P WO 


siehe Mitteilung uberdie Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/I PEA/41 6) 


Internationales Aktenzeichen 


Internationales Anme\dedatum (Tag/Monat/Jahr) 


P ri o ritatsdatu m (Tag/Monat/T ag) 


PCT/EP00/08193 


22/08/2000 


24/08/1 999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12Q1/68 


Anmelder 






EUROPAISCHES LABORATORIUM FUR MOLEKULARBIOLOGIE et 





1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen voriaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaGt insgesamt 6 Blatter einschlieGlich dieses Deckblatts. 

□ AuGerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I £3 Grundlage des Berichts 



Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 




V 




VI 




VII 


□ 


VIII 


□ 



Datum der Einreichung des Antrags 
01/03/2001 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
26.11.2001 


Name und Postanschrift der mit der intemationalen voriaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 

mjl D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter s<Z^Zz-\ 
Wieser, M (| ^1 |) 

Tel. Nr. +49 89 2399 8434 X^c^^ 
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I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikef 14 hin vorgelegt wurden, geften im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthatten (Regeln 70. 16 und 70. 1 7)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-20 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-43 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationaie Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Aminosauresequenz ist die 

internationaie vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. * 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daG das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daG die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schhftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 
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5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. □ Die Behorde hat festgestellt, dafB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaG Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13.1, 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine Internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

K alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 12,14,15,26-30,37,39-43 

Nein: Anspruche 1-11,13,16-25,31-36,38 
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Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-43 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-43 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VI. Bestimmte angefiihrte Unterlagen 

1. Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 

und / Oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 
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Punkt IV 

Die Anspruche 26-30 beziehen sich auf ein Verfahren zur gleichzeitigen 
Amplication und Markierung von cDNA-Molekulen, die Anspruche 41-43 auf ein 
Verfahre zur Auftrennung von doppelstrangigen Nukleinsauren. Der Gegenstand 
dieser Anspruche ist mit dem Gegenstand der restlichen Anspruche nicht so 
verbunden, daB sie eine gemeinsame erfinderische Idee verwirklichen (Regel 
13.1 PCT). 

Punkt V 

Die folgenden im International Recherchenbericht angefuhrten Dokumente 
stellen den nachsten Stand der Technik dar: 

(A) US-A-5 760 130 

(B) US-A-5 622 826 

(C) WO-A-97/18 226 

Die unabhangigen Anspruche 1 und 31 beziehen sich auf Verfahren zur 
Immobilisierung von Biopolymeren an eine Festphase. In einem Fall (Anspruch 1), 
enthalt die Festphase an ihrer Oberflache eine reaktive Gruppe, an die ein 
Bipolymer, bevorzugt eine aminomodifizierte Nukleinsaure, kovalent gebunden 
wird. Im anderen Fall (Anspruch 31), enthalt die Festphase an ihrer Oberflache 
eine Aminogruppe, welche kovalente oder nichtkovalente Wechselwirkungen mit 
dem Biopolymer ausbildet. 

Der Gegenstand dieser Anspruche wird durch die Offenbarung in den 
Dokumenten A (siehe Spalten 1 ,2 und Anspruche), B (siehe Anspruche und 
Tabellen) und C (siehe Anspruche nd Abbildung 2c) neuheitsschadlich 
vorweggenommen. Dasselbe trifft auf die Anspruche 2-11,13,16-25,32-36 und 38 
zu, die ebenfalls nicht den Erfordernissen des Artikel 33(3) PCT entsprechen. 

Der Gegenstand der Anspruche 12,14,15,37,39 und 40 scheint kein 
erfinderisches Konzept per se zu beinhalten, und entspricht somit nicht den 
Erfordernissen von Artikel 33(3) PCT. 
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Der Gegenstand der Anspruche 26-30 und 41-43, der in keinem der im 
Internationalen Recherchenbericht zitierten Dokumenten behandelt wird, gehort 
auf dem betreffenden Fachgebiet zum Allgemeinwissen des Fachmannes und 
entspricht somit nicht den Erfordernissen des Artikel 33(3) PCT. 

Section VI 

Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 

Prioritatsdatum 

AnmeldeNr. Veroffentiichungsdatum Anmeldedatum (zu Recht beansprucht) 

Patent Nr. (TagMonaVJahr) (Ta&Monat/Jahr) (TagMonaVJahr) 

DE-A-1 981 5864 14.10.999 08.04.1998 

Sollte das beanstandete Prioritatsdatum nicht gultig sein, wurde das obige 
Dokument im Hinblick auf die Beurteilung der Neuheit und der erfinderischen 
Tatigkeit relevant sein (Artikel 33(2) and (3) PCT). 
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(12) NACH DEM VERT RAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTL1CHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 




(43) Internationales Veroffentlichungsdatum (10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

1. Marz 2001 (01.03.2001) PCT WO 01/14585 Al 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : C12Q 1/68, 

C07H 21/00, C12P 19/34, B01J 19/00 



(21) Internationales Aktenzeichen: 



PCT/EPOO/08193 



(22) Internationales Anmeldedatum: 

22. August 2000 (22.08.2000) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) Veroffenthchungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

199 40 077.6 24. August 1999 (24.08.1999) DE 

100 16 073.5 31. Marz 2000 (3 1.03.2000) DE 

(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
von US): EUROPAISCHES LABORATORIUM FITR 
MOLEKULARBIOLOGIE (EMBL) [DE/DEJ; Meyer- 
hofstrasse 1, 69117 Heidelberg (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erilnder/Anraelder (nurfur US): ANSORGE, Wilhelm 
[DE/DE]; Heidelberger Strasse 49, 69251 Gaiberg (DE). 
FAULSTICH, Konrad [DE/DE]; Hesselgasse 62, 69168 
Wiesloch (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT, 
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CR, CU, 
CZ, DE, DK, DM, DZ, EE, ES, FT, GB. GD, GE, GH, GM. 
HR, HU, ID, EL, IN, IS, JP. KE, KG. KR KR. KZ, LC. LK. 
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG. MK, MN, MW. MX, 
MZ, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL, 
TJ, TM, TR, TT. TZ, UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZA, ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH, 
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), eura- 
sisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU. TJ, TM). 
europaisches Patent (AT, BE, CH. CY. DE, DK, ES, FI, 
FR, GB, GR. EE, IT. LU. MC, NL, PT, SE), OAPI-Patent 
(BF. BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, MR, NE, 
SN, TD, TG). 

VerofXentlicht: 

— Mit Internationale m Recherchenbericht. 

— Vor Ablauf der fur Anderungen der Anspriiche geltenden 
Frist; Verbjfenl lie hung wird wiederholt, falls Anderungen 
eintrejfen. 

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes, und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erlddrungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder reguldren Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



(74) Anwalte: WEICKMANN, H. usw.; Kopernikus strasse 9, 
81679 Miinchen (DE). 



^ (54) Title: IMMOBILISING AND MARKING BIOPOLYMERS 

£g (54) Bezeichnung: EMMOBELISEERUNG UND MARKEERUNG VON BIOPOLYMEREN 

in 

(57) Abstract: The invention relates to methods for covalent immobilization of biopolymers, especially those of nucleic acids, on a 
solid phase. Covalent bonds are made between primary or/and secondary amino groups of said biopolymers and groups of the solid 

^■H phase which react with said amino groups. 

O 

Q (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Verfahren zur kovalenten Immobilisierung von Biopolymeren, insbesondere von 
Nukleinsauren, an eine Festphase. Dabei werden kovalente Bindungen zwischen primaren oder/und sekundaren Amingruppen der 
Biopolymere und mit Aminogruppen reaktiven Gruppen der Festphase geschlossen. 
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Immobilisierung und Markierung von Biopolymeren 

Beschreibung 

5 

Die Erfindung betrifft Verfahren zur immobilisierung von Biopolymeren, 
insbesondere von Nukleinsauren, an eine Festphase. Dabei konnen 
kovalente Bindungen zwischen primaren oder/und sekundaren Amingruppen 
der Biopolymere und mit Aminogruppen reaktiven Gruppen der Festphase 
io geschlossen werden. Alternativ konnen die Biopolymere auch durch 
nichtkovalente Wechselwirkungen an die Festphase gebunden werden. 

Die Bindung von Nukleinsauren an die Oberflache von Festphasen ist ein 
sehr kritischer Schritt bei der Herstellung von Biochips. Ein derzeit 

15 angewandtes Standardverfahren beinhaltet die Verwendung von mit 
Poiylysin beschichteten Oberflachen, auf denen DNA uber 
Adsorptionswechselwirkungen immobilisiert wird, wobei die Bindeeffizienz 
durch zusatziiche UV-Quervernetzung erhoht wird. Dieses Verfahren hat 
jedoch erhebliche Nachteile hinsichtlich der Wiederverwendbarkeit der 

20 Chips, der Bindekapazitat, der Beschrankung auf lange DNA-Fragmente, der 
Beschadigung von DNA, z.B. durch Abspaltung von Purinbasen unter 
Bildung von Photodimeren, der Ablosung von Verbindungen und des 
Signalhintergrunds aufgrund unspezifischer Bindungen an die Oberflache 
wahrend der Hybridisierung. 

25 

Es besteht daher ein Bedurfnis, eine wirksame und einfache Methode zur 
Bindung von Biopolymeren, insbesondere DNA und Oligonukleotiden 
beliebiger Lange, an Festphasen bereitzustellen, um die oben genannten 
Nachteile des Standes der Technik mindestens teilweise zu uberwinden. 

30 

Gemate vorliegender Erfindung wird ein neues Verfahren zur Herstellung von 
Biochips, insbesondere Nukleinsaurechips bereitgestellt, das auf einer 
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Bindung von Biopolymeren an eine Festphase beruht. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform dieses Verfahrens werden Nukleinsauren immobilisiert, die 
an ihrem 5'-Ende eine Aminogruppe tragen und die durch enzymatischen 
Einbau von 5'-aminomodifizierten Nukleosidbausteinen in Nukleinsauren und 
anschlieftende ortsspezifische Spaltung der Nukleinsauren erhaltlich sind. 
Dieses Verfahren ist detailliert in der internationalen Patentanmeldung 
PCT/EP99/02320 beschrieben, auf die in diesem Zusammenhang 
ausdrucklich verwiesen wird. 

Ein erster Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zur kovalenten 
Immobilisierung von Biopolymeren an eine Festphase umfassend die 
Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Festphase ausgewahlt aus metallischen 
Festphasen, oxidischen Festphasen und metallisch-oxidischen 
Festphasen, die auf mindestens einem Tell ihrer Oberflache Gruppen, 
die mit Aminogruppen eine Reaktion eingehen konnen, ausgewahlt 
aus Halogenid-, Aldehyd-, Epoxid-, Isocyanat- und Isothiocyanat- 
gruppen, enthalt, 

(b) Bereitstellen eines Biopolymers mit einer reaktiven Aminogruppe und 

(c) kovalentes Immobilisieren des Biopolymers an die Festphase, wobei 
die reaktive Aminogruppe des Biopolymers, bei der es sich 
vorzugsweise um eine primare oder/und sekundare Aminogruppe 
handelt, mit einer reaktiven Gruppe der Festphase eine kovalente 
Bindung ausbildet. 

Die mit Aminogruppen reaktiven Gruppen der Festphase werden ausgewahlt 
aus Halogenidgruppen, insbesondere Alkyl- oder/und Arylhalogenidgruppen, 
Aldehydgruppen, Epoxidgruppen, Isocyanatgruppen und Isothiocyanat- 
gruppen, wobei Arylhalogenid-, Aldehyd- und Isocyanatgruppen bevorzugt 
sind. Diese reaktiven Gruppen werden durch Modifizierung der Festphase 
erzeugt. Die Festphase wird wiederum vorzugsweise ausgewahlt aus 
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Materialien auf Siliciumbasis, beispielsweise Siltcium, Siliciumdioxid, 
Silicatglasern oder Siiicium/Siliciumdioxid. 

Die in Schritt (a) des erfindungsgemaften Verfahrens bereitgestellte 
aktivierte Festphase umfaftt vorzugsweise eine Struktur der allgemeinen 
Formel (I): 

Z-R (I) 

worin Z Silicium, Siliciumdioxid, ein Silicatgias oder eine 

oxidierte Siiiciumschicht bedeutet, 
R - (CH 2 ) n -Cl 

- (CH 2 ) n -N=CH- (CH 2 ) m -C 

H 

Cl 



- (CH 2 ) n -NH-^ O N 

N — \ 

Cl 

o 

A 

- (CH 2 ) n -CH-CH 2 

S(O) 

- <CH 2 ) n -NH-c!-NH-R' -N=C=S (O) 

- (CH 2 ) n -NH-CH 2 - <CH 2 ) m -C^ oder 



- (CH 2 ) a -N=OS (O) 

bedeutet, 

R' einen Alkylen- oder Aryienrest, insbesondere einen 1 ,4-Phenylenrest 
bedeutet, und 

n und m jeweils eine positive ganze Zahi vorzugsweise von 1 bis 20 
bedeuten. 
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Diezuimmobilisierenden Biopolymerewerdenvorzugswei.se ausgewahlt aus 
Nukleinsauren, beispielsweise DN A-Molekulen, RNA-Molekulen oder/und 
Oligonukleotiden, und Nukleinsaureanaloga wie beispielsweise peptidischen 
Nukleinsauren (PNA). 

Besonders bevorzugt werden aminomodifizierte Nukleinsauren oder 
Nukleinsaureanaloga mit einer Struktur der allgemeinen Formel (II) an die 
Festphase immobilisiert: 

R'NH-X-NS (ID 

worin 

R 1 Wasserstoff oder eine CVCg-Alkylgruppe bedeutet, 

NS eine Nukleinsaure, insbesondere eine DNA oder ein Oligonukleotid, 

oder ein Nukleinsaureanalogon bedeutet, 
X eine chemische Bindung oder eine Linkergruppe bedeutet und X mit 

dem 5'- oder/und 3'-terminalen Baustein von NS verknupft ist. 

Besonders bevorzugt bedeutet NS eine Nukleinsaure und die Gruppe R 1 NH-X 
ist uber das 5'-C-Atom des 5'-terminalen Zuckerrest, bei dem es sich 
insbesondere urn einen Deoxyriboserest handelt, mit NS verknupft. X 
wiederum bedeutet vorzugsweise 

O 

X -(CH 2 ) nl - oder (CH 2 ) nl -0-P- 

OM 

worin 

nl eine positive ganze Zahl oder 0, insbesondere von 1 bis 20, z.B. 3,6 

oder 12 bedeutet und 
M Wasserstoff oder ein Kation bedeutet. 

Die 5'-aminomodifizierten Nukleinsauren konnen - wie in PCT/EP99/02320 
beschrieben - durch enzymatischen Einbau von 5'-aminomodifizierten 
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Nukleotidbausteinen in Nukleinsauren und anschliefeende ortsspezifische 
Spaltung an der Aminogruppe erzeugt werden. Der enzymatische Einbau 
kann unter Verwendung von Enzymen ausgewahlt aus der Gruppe 
bestehend aus DNA-abhangigen DNA-Polymerasen, DNA-abhangigen RNA- 
Polymerasen, RNA-abhangigen DNA-Polymerasen, RNA-abhangigen RNA- 
Polymerasen und Terminalen Transferasen erfolgen. Besonders bevorzugt 
ist die T7 DNA-Polymerase oder verwandte Enzyme wie die T3 oder die SP6 
DN A-Polymerase oder Modifikationen dieser Enzyme. 

Die ortsspezifische Spaltung an der Aminogruppe kann durch 
Temperaturerhdhung, z.B. auf mindestens 37°C, Einstellung saurer 
Bedingungen, z.B. pH < 5, Mikrowellenbehandlung, Laserbehandlung, z.B. 
mit einem Infrarotlaser oder/und 3'-seitig des die 5'-Aminogruppe 
enthaltenden Nukleotids durch enzymatischen Verdau, beispielsweise mit 
Exo- oder Endonukieasen oder Phosphodiesterasen, z.B. 3'-»5'- 
Schlangengiftphosphodiesterase erfolgen. 

Ebenso denkbar ist jedoch auch eine Verknupfung von X mit dem 3'- 
terminalen Baustein von NS. 

Die Immobilisierung der aminofunktionalen Biopolymere auf der Festphase 
erfolgt vorzugsweise unter alkaiischen Bedingungen, z.B. bei einem pH-Wert 
von 9 bis 11. Die Biopolymere werden in einer Losung, gunstigerweise in 
Konzentrationen von 0,1 bis 100/;M, insbesondere 2 bis 50 jjI\A mit der zu 
beschichtenden Festphase in Kontakt gebracht. Eine zu beschichtende 
Flache hat eine Grofte von vorzugsweise OJ bis 100 mm 2 , wobei in vielen 
Fallen mehrere Flachen auf einer Festphase mit gleichen oder 
unterschiedlichen Biopolymeren beschichtet werden. Nach dem 
Beschichten, z.B. durch Aufspotten, wird die Festphase getrocknet und 
anschJie&end in einem wassrigen Medium bei erhohter Temperatur, z.B. > 
40°C inkubiert. Auf diese Weise kdnnen beschichtete Festphasen erhalten 
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werden, die eine Bindekapazitat von bis zu einigen 100 fmo! des 
Biopolymers, z.B. eines Oligonukeotids, pro mm 2 besitzen. 

Bei der Festphase kann es sich um einen Biochip handeln, der 
s gegebenenfalls mehrere mit Nukleinsauren belegte definierte Flachen in 
Form von Array-Anordnungen enthalt. Vorzugsweise weist die Festphase 
eine Struktur der allgemeinen Formel (III) auf: 



2 - R 2 - Y - X - NS (111) 



10 



worin Z die Festphase bedeutet, 
R 2 - (CH 2 ) n2 - bedeutet, 
Y - N=CK- (CH 2 ) m -CH=N- , 

- NH-CH 2 - (CH 2 ) m -CH 2 -NR 1 \ 
15 - NR 1 -, 



CI (OH) 

20 - NH-<^ O N, 



25 S(O) S(O) 

li '« x { 

- NH-C-NH- R' -NH-C-NR - - 
oder 



30 



OH 
\ 

- CH-CH 2 -NR - 

35 bedeutet, R', R 1 , NS und X wie zuvor definiert sind, 

n2 eine positive ganze Zahl oder 0, insbesondere von 1 bis 20, z.B. 1 , 

3, 6 oder 12 bedeutet, und 
m wie zuvor definiert ist. 



40 



I 
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Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Festphase 
mit immobilisierten Biopolymeren umfassend eine Struktur der allgemeinen 
Formel (III) und die Verwendung der Festphase zur Untersuchung von 
Wechselwirkungen zwischen den immobilisierten Biopolymeren und freien 
5 Biopolymeren, die vorzugsweise aus biologischen Proben stammen und 
beispielsweise aus Nukleinsauren, Nukleinsaureanaloga, Peptiden, Poly- 
peptides Lipiden und Kohlenhydraten ausgewahlt werden konnen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung werden 

io als freie Biopolymere Nukleinsauren bzw. Nukleinsaureanaloga verwendet, 
die 5'-aminomodifizierte Nukleotidbausteine wie in PCT/EP99/02320 
beschrieben enthalten. Aufgrund der Labilitat der P-N-Bindung in diesen 
Nukleinsauren gegenuber Temperaturerhohung, sauren Bedingungen, 
Mikroweilenbehandlung, Laserbehandlung oder/und enzymatischem Verdau 

15 kann nach Beendigung der Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen 
den immobilisierten Biopolymeren und den modifizierten freien Biopolymeren 
ein selektiver Abbau der freien Biopolymere erfolgen. Dies ist insbesondere 
bei Verwendung von langeren Nukieinsaurefragmenten als immobilisierten 
Biopolymeren und freien Biopolymeren von Bedeutung, bei denen die Lange 

20 doppelstrangiger Hybridisierungsbereiche groBer als 100 Basen und 
besonders bevorzugt grower als 200 Basen, z.B. 500 bis 2000 Basen, sein 
kann. Bei derartig langen Hybridisierungsbereichen ist die Ablosung von 
freien Biopolymeren nach Beendigung der Untersuchung ublicherweise nur 
unter relativ drastischen Bedingungen moglich, wodurch eine 

25 Wiederverwendung der immobilisierten Biopolymere fur eine 
Rehybridisierung erschwert wird. Diese Schwierigkeiten konnen bei 
Verwendung von Nukleinsauren mit 5 '-aminomodif izierten 
Nukieotidbausteinen als Biopolymere beseitigt werden. In diesem Fail mu(S 
als immobilisiertes Biopolymer eine nicht-modifizierte Nukleinsaure 

30 eingesetzt werden. 
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Ein zweiter Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zur kovalenten Oder 
nichtkovalenten Immobilisierung von Biopolymeren an eine Festphase 
umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Festphase ausgewahlt aus metallischen 
Festphasen, oxidischen Festphasen und metallisch-oxidischen 
Festphasen, die mindestens auf einem Teil ihrer Oberflache 
Aminogruppen enthalt, 

(b) Bereitstellen eines Biopolymers und 

(c) Immobilisieren des Biopolymers an die Festphase, wobei die 
Aminogruppen enthaltende Festphase stabile kovalente oder 
nichtkovalente Wechselwirkungen mitdem Biopolymer, insbesondere 
einer Nukleinsaure, beispielsweise einer unmodifizierten Nukleinsaure 
oder einer aminomodifizierten Nukleinsaure (wie zuvor beschrieben) 
ausbildet. 

Die Aminogruppen der Festphase werden vorzugsweise durch Behandlung 
der Festphasenoberflache mit einer Aminosiiylverbindung erzeugt. Diese 
Aminosilyiverbindung weist vorzugsweise eine Struktur der aligemeinen 
Formel IV auf: 

(R 1 0) 3 Si-{CH 2 ) n NH-(CH 2 ) m NH 2 (IV) 

wobei R 1 Wasserstoff oder eine C r C 3 -Alkylgruppe, vorzugsweise einen 
Methylrest, bedeutet und n und m wie zuvor definiert sind. Besonders 
bevorzugt ist die Verbindung der Formel (IV) N-(6-Aminohexyl)- 
aminopropyltrimethoxysilan. 

Durch Bindung von Biopolymeren wird eine Festphase erhalten, 
beispielsweise ein Biochip, der gegebenenfalls mehrere mit Nukleinsauren 
belegte definierte Flachen in Form von Array-Anordnungen enthalt. 
Vorzugsweise weist die Festphase eine Struktur der aligemeinen Formel (V) 
auf: 
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I 

o 
I 

Z-O-Si- (CK 2 ) n -NH- (CH a ) m -NH, - NS (V) 
/ 

O 
I 

wobei NS, Z, n und m wie vorstehend definiert sind und — eine kovaiente 
oder nichtkovalente Wechsel wirkung darstellt. 

Die zu immobilisierenden Biopolymere werden vorzugsweise mittels 
Mikroinjektionspipetten auf der Festphase aufgebracht. Diese 
Mikroinjektionspipetten sind beispielsweise Glaskapillaren, die an ihrer 
Offnung einen Durchmesser von 0, 1 jjm bis 1 mm, vorzugsweise 0,5 /ym bis 
1 00 pm aufweisen. Mittels dieser Mikroinjektionspipetten konnen extrem 
kieine Flachenbereiche mit immobilisierten Biopolymeren auf der Oberflache 
erzeugt werden, was zu einer erheblichen Vergrotterung der Array-Dichte 
auf der Festphase fuhrt. Der Durchmesser einzelner Flachenbereiche auf der 
Festphase betragt vorzugsweise 0,5 bis 10 jjm, beispielsweise etwa 3 /ym, 
wahrend im Stand der Technik ublicherweise nur Durchmesser von etwa 
100 /vm erreicht werden. Die Verbesserung der Array-Dichte, die durch 
Verwendung von Mikroinjektionspipetten erreicht wird, ist insbesondere fur 
Festphasen mit Strukturen der allgemeinen Formeln (III) und (V) von 
Bedeutung. Es werden jedoch auch bei Array-Strukturen, die auf andere 
Weise hergestellt wurden, Verbesserungen erzielt. 

Vorzugsweise werden auf Hybridisierung basierende Wechsel wirkungen der 
immobilisierten Biopolymere mit freien Biopolymeren untersucht. Um eine 
optimale Hybridisierung zu erreichen, erfolgt nach dem Inkontaktbringen der 
beschichteten Festphase mit den freien Biopolymeren zunachst eine Denatu- 
rierung bei erhohter Temperatur und dann eine Inkubation bei der ge- 
wunschten Hybridisierungstemperatur fur eine ausreichende Zeitdauer und 
unter Verwendung eines geeigneten Hybridisierungspuffers. Bevorzugte 
Bedingungen fur die Hybridisierung insbesondere von cDNA-Molekulen an 
immobilisierte Oligonukleotide sind eine Hybridisierungstemperatur von 2 bis 
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10°C, eine Hybridisierungsdauer von mindestens 4 h und ein Hybridisie- 
rungspuffer, der 1 bis 50 mM divalente Metallionen, insbesondere Magne- 
siumionen bei etnem pH-Wert von 7 bis 9 enthalt. Die Konzentration der 
freien Biopolymere, z.B. cDN A-Molekule betragt vorzugsweise 0,1 bis 10 
5 jjM. Nach der Hybridisierung wird bei einer fur die jeweils gewunschte 
Stringenz ausreichenden Temperatur (siehe Sambrook et al., Molecular 
Cloning, A Laboratory Manual (1 989), Cold Spring Harbor Laboratory Press) 
gewaschen. 

io Die Festphase kann beispielsweise zur Sequenzierung von Nukleinsauren, 
fur Untersuchungen der Expression von Genen, der Funktion von Genen 
und des Metabolismus eingesetzt werden. Weitere Anwendungen der 
Festphase sind das Auffinden neuer Wirkstoffe und Medikamente bzw. 
deren Wirkung und gegebenenfalls Nebenwirkungen, der Nachweis 

is gentechnisch veranderter Lebensmittel und die Detektion von Mutationen. 

Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Vorrichtung zur 
Durchfuhrung von Untersuchungen von auf einer Hybridisierung basierenden 
Wechselwirkungen von immobilisierten und freien Bio poly meren, umfassend 

20 eine erfindungsgema&e Festphase, mindestens eine markierte Hybridi- 
sierungssonde, einen geeigneten Hybridisierungspuffer und eine Hybridi- 
sierungskammer gegebenenfalls verbunden mit einer Pumpvorrichtung und 
einer Temperaturkontrollvorrichtung. Die Vorrichtung kann zum Nachweis 
der Bindung von markierten Hybridisierungssonden an immobilisierte 

25 Biopolymere verwendet werden. Gebundene Hybridisierungssonden konnen 
von der Festphase ohne Verlust immobilisierter Biopolymere abgelost 
werden, wodurch der Einsatz der Vorrichtung fur einen oder mehrere 
weitere Hybridisierungszyklen ermoglicht wird. 

30 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird als Hybridisierungssonde ein 
Gemisch mehrerer unterschiedlicher cDNA-Molekule verwendet. Dieses 
cDNA-Molekulgemisch isterhaltlich durch ein Verfahren das die gleichzeitige 
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Amplifikation unci Markierung von cDNA-Molekulen beinhaltet und die 
Schritte umfafct: 

(a) Bereitstellen von RNA-Molekulen, vorzugsweise eine Population 
unterschiedlicher RNA-Molekule, z.B. Gesamt-RNA, mRNA oder 
andere RNA-Fraktionen aus einer biologischen Probe, 

(b) Reverses Transkribieren der RNA-Molekule unter Verwendung 
geeigneter Primer ohne Einfuhrung von Markierungsgruppen in die 
resultierenden cDNA Molekule, 

(c) gleichzeitiges Markieren und Amplifizieren der cDNA Molekule unter 
Verwendung eines oder mehrerer markierter Deoxyribonukleosid- 
triphosphate und 

id) gegebenenfalls Aufreinigen der resultierenden cDNA Molekule. 

Die Reverse Transkription wird vorzugsweise durch Poly-dT-Priming 
durchgefuhrt, wobei ein Poly-dT-Primer, der zusatzlich einen Abschnitt einer 
kodierenden Region enthalt, unter Bedingungen verwendet wird, bei denen 
zusatzliche Nukleoside an das 3'-Ende der revers transkibierten cDNA 
angefugt werden (z.B. die Superscript II Reverse Transkriptase von 
GIBCO/Life Technologies, die 3 C-Reste anfugen kann) und eines 
entsprechenden komplementaren Oligonukleotids (z.B. eines SMART- 
Oligonukleotids mit einer 5'-GGG-Region von Ciontech). Die Amplifikation 
erfolgt vorzugsweise mittels PGR, wobei ein zur kodierenden Region 
komplementarer Primer und eine Nukleosidtriphosphatmischung, die ein oder 
mehrere markierte Triphosphate enthalt, verwendet wird. Die Markierung 
kann eine radioaktive Markierungsgruppe sein. Bevorzugt sind jedoch 
Fluoreszenzgruppen wie etwa Fluorescein, CY5 und CY3. 

Die Einfuhrung der Markierungsgruppen wahrend des Amplifikationsschritts 
hat den Vorteil, daft groftere Mengen markierter Sonden erhalten werden. 
Weitere Vorteile dieser Prozedur sind eine hdhere Signaldynamik wahrend 
der Messung und die Moglichkeit, unterschiedliche Markierungsgruppen zu 
verwenden. 
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In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden zusatzlich wah- 
rend des Amplifikationsschrittes 5'-aminomodifizierte Nukleotide wie in 
PCT/EP99/02320 beschrieben als Bausteine fur die enzymatische Synthese 
der Ampiifikationsprodukte verwendet. Die auf diese Weise hergestellten 
Amplifikationsprodukte enthalten labile P-N- Bind ungen, die unter definierten 
Bedingungen (siehe oben) gespalten werden konnen. So wird nach Beendi- 
gung des Hybridisierungsexperiments das Ablosen markierter Hybridisie- 
rungssonden von der Festphase erleichtert, wodurch eine weitere Erhohung 
der Anzahl von moglichen Rehybridisierungszykien furdie Festphase erreicht 
wird. 

Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Auftren- 
nung von doppelstrangigen Nukleinsauren aufgrund ihrer Basensequenz, wo- 
bei einer der die doppelstrangigen Nukleinsaurefragmente bildenden Nukiein- 
saurestrange mindestens einen 5'-aminomodifizierten Nukleotidbaustein 
enthait. 

Die Auftrennung von doppelstrangigen Nukleinsauren aufgrund ihrer Basen- 
sequenz erlaubt die Unterscheidung von im wesentlichen gleich langen 
Nukleinsaurefragmenten, die sich nur durch ihre Basensequenz unterschei- 
den. Bei einer derartigen Auftrennung erfolgt ein zumindest partielles 
Aufschmelzen der Nukleinsauredoppelstrange beispielsweise durch einen 
Temperaturgradienten oder einen Gradienten von Denaturierungsmittel. Das 
Ausmate dieses Aufschmelzens wird bei gegebenen Bedingungen durch die 
Starke der Basenpaarung zwischen den beiden Nukleinsauren bestimmt und 
ist somit von der spezifischen Nukleinsauresequenz abhangig. Derartige 
Verfahren werden beispielsweise zur Mutationsanalyse, z.B. zur Analyse 
von Punktmutationen, verwendet. Bei Einbau von 5'-aminomodifizierten 
Nukleotidbausteinen in einen der beiden Nukleinsaurestrange, z.B. durch 
Verwendung entsprechender Primer, kann - bei entsprechender Temperatur- 
erhohung - eine ortsspezifische Spaltung des modifizierten Nukleinsaure- 
stranges an einer jeweils gewunschten Position erfolgen. Vorzugsweise 
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werden die B'-aminomodifizierten Nukleotidbausteine an derjenigen Position 
bzw. denjenigen Positionen eingebaut, wo eine Mutation vermutet wird. 
Eine wahrend der Auftrennung durch eine entsprechende Matrix, z.B. ein 
Geimedium oder eine flussigkeitschromatographische Trennmatrix, bei 
Einstellung entsprechender Temperaturbedingungen erfolgende Spaitung der 
P-N-Bindung am 5'-aminomodifizierten Nukieotidbaustein fuhrt zu einer 
signifikanten Verbesserung des Auftrennungsverhaltens und somit zu einer 
besseren Unterscheidung zwischen unterschiedlichen Nukleinsaurefrag- 
menten gleicher Lange, aber unterschiedlicher Sequenz. 

Der ortsspezifische Einbau von 5'-aminomodifizierten Nukleotidbausteinen 
erfolgt vorzugsweise durch Auswahl von Kombinationen geeigneter Primer 
und B'-aminomodifizierten Nukleosidtriphosphaten und Erzeugen eines 
modifizierten Komplementarstrangs durch Primerextension. 

Weiterhin sol! die Erfindung durch die nachfolgenden Beispiele erlautert 
werden. 

Beispiele 

1 - Herstellung einer aktivierten Festphase unter Verwendung von 

aromatischen trisubstituierten Aminen 
1.1 Derivatisierung von Glasoberflachen 

Standard-Objekttrager (Menzel) wurden mit konzentrierter Chromschwefel- 
saure bei Raumtemperatur fur 1 h gereinigt und danach mit bidestilliertem 
Wasser gewaschen. Dann wurden die Objekttrager fur 1 h bei Raumtempe- 
ratur in 65 %ige Salpetersaure gegeben und danach mit bidestilliertem 
Wasser gewaschen. Anschlieftend wurden die Objekttrager fur 1 h bei 
Raumtemperatur in halbkonzentrierte Salzsaure gegeben und danach wieder 
mit bidestilliertem Wasser gewaschen. 
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Nach Trocknung wurden die Objekttrager mit 1 % Trimethoxy-3-amino- 
propylsilan in wasserfreiem Toluol oder Drchlormethan oder in 
MethanolrWasser (1 : 1 ) fur 3 h bei Raumtemperatur behandelt und danach 
3 h bei 1 10°C getrocknet. 

Derivatisierte Objekttrager des Typs CSA1 00 (CEL Associates, Texas, USA) 
konnen fur die meisten Anwendungen ebenfalls eingesetzt werden. 

1-2 Aktivierung der Oberflachen 

2 g Cyanurchlorid wurden in 20 ml trockenem Aceton geiost und zu 1 80 ml 
trockenem N,N-Dimethylformamid (DMF) gegeben. Anschlieteend wurden 
500 p\ N,N-Diisopropylethylamin zugesetzt. Die gemaft 1.1 hergestellten 
Objekttrager wurden bei Raumtemperatur fur 30 min in diese Losung gege- 
ben und anschlie&end 2 min mit DMF und 2 min mit Aceton gewaschen. 
Nach Trocknung sollten die Objekttrager sofort verwendet werden. 

2. Hersteilung einer aktivierten Festphase unter Verwendung von 

Dialdehyden 
2.1 Derivatisierung von Glasoberflachen 

Standard-Objekttrager (Menze!) wurden wie unter 1.1 beschrieben mit 
Chromschwefelsaure, Salpetersaure und Salzsaure gereinigt und an- 
schlieBend getrocknet. 

2.2. Aktivierung der Oberflachen 

Die Objekttrager wurden in eine 25%ige Losung von Glutardialdehyd in 
bidestilliertem Wasser gegeben und dort fur 24 h stehen gelassen. 
Anschlieftend wurden die Objekttrager aus der Losung entnommen und mit 
bidestiliertem Wasser gewaschen und getrocknet. 
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3. Herstellung einer aktivierten Festphase unter Verwendung von 
Isocyanaten 

3.1 Derivatisierung von Glasoberflachen 

Standard-Objekttrager (Menzel) wurden wie unter 1.1 beschrieben mit 
Chromschwefelsaure, Salpetersaure und Saizsaure gereinigt und an- 
schlieteend getrocknet. 

3.2 Aktivierung der Oberflachen 

Die Objekttrager wurden mit 1 % 3-lsocyanato-propyl-dirnethylchlorsilan in 
wasserfreiem Toluol fur 3 h bei Raumtemperatur in Kontakt gebracht und 
anschlieftend getrocknet. 

4. Kovalente Bindung von DNA an aktivierte Glasoberflachen 

5'-(C 6 )-aminomodifizierte oder 5 / -(C 12 )-aminomodifizierte Oligonukleotide 
wurden manuell unter Verwendung einer Standardpipette auf die aktivierten 
Oberflachen aufgespottet. Zum Aufspotten wurden 0,1 M Natriumcarbonat 
pH 10 mit einer Oligonukleotid-Konzentration zwischen 2 bis 50 //M 
verwendet. Es wurden Volumina von etwa 0,05 y\ auf eine Oberflache von 
etwa 1 mm 2 aufgebracht. 

Die aufgespotteten Oligonukleotide wurden getrocknet und dann in eine mit 
destilliertem Wasser gefullte Hybridisierungskammer gegeben und dort bei 
50°C fur etwa 1 bis 4 h inkubiert. Anschlieftend wurden die Objekttrager 
in Wasser oder Pufferlosung gewaschen und getrocknet. 



1 

WO 01/14585 



PCT/EPOO/08193 



- 16 - 

5. Charakterisierung der Bindung von immobilisierten Nukleinsauren an 
die Festphase 

Die Stabilitat der kovalenten Bindung von 5'-(C 6 )-aminomodifizierten oder 
5 5'-(C 12 )-aminomodifizierten Oligonukleotiden an die Festphase wurde gete- 
stet. Hierzu wurden Oligonukleotide verwendet, die am 3'-Ende mit Fluores- 
cein oder CY5 markiert waren. Die an die aktivierte Oberflache gebundenen 
Oligonukleotide wurden in Wasser oder Hybridisierungspuffer bei erhbhten 
Temperaturen fur unterschiedliche Zeitintervalle inkubiert. 

10 

Die Stabilitat der kovalenten Immobilisierung wurde uber das Integral des 
FluoreszenzsignaJs bestimmt. Die Menge gebundener Oligonukleotide wurde 
durch Vergleich mit einer Eichkurve bestimmt, die durch Fluoreszenz- 
scanning bekannten Mengen an Molekuien aufgezeichnet wurde. 

15 

Die Ergebnisse fur die Stabilitat der kovalenten Bindung sind in der 
folgenden Tabelle gezeigt: 



Zeit 


0 


30 


90 


150 


210 


T = 90°C 


90,7 


96,0 


88,4 


102,4 


102,4 


T=85°C 


87,1 


101,8 


91,8 


95,3 


92,4 


T=80°C 


99,9 


103,8 


97,8 


103,5 


102,5 



Es ist ersichtlich, dafe selbst nach langerer Inkubation bei erhdhter 
Ternperatur keine signifikante Ablosung der immobiiisierte Oligonukleotide 
erfolgt. 



Die Bindekapazitat der Festphase betragt bis zu einigen 100 fmol 
30 Oligonukleotid/mm 2 . 
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6. Herstellung modifizierter PCR-Produkte 

Eine PCR wurde unter Verwendung 5'-(C 6 )-aminonnodifizierter oder 5'-(C 12 )- 
aminomodifizierter Primer durchgefuhrt. Die Herstellung dieser Primer 
5 erfolgte durch chemische Synthese nach "Standard-Amidit-Chemie" aus 
kommerziell erhaltlichen Synthesebausteinen. Als Primer wurden sowohl 
Standardprimer als auch genspezifische Primer verwendet. Die PCR wurde 
unter Standardbedingungen durchgefuhrt. Die resultierenden modifizierten 
PCR-Produkte wurden wie unter Punkt 4 beschrieben an einer Festphase 
10 immobilisiert. 

7. Simultane Amplifikation und Fluoreszenzmarkierung von cDNA-Pools 
mit unbekannten Sequenzen 

is Anstelie der Einfuhrung von Fluoreszenzmarkierungen wahrend der Reversen 
Transkription wurde die RNA zunachst in cDNA revers transkribiert und 
anschliefeend in einem zweiten Schritt simultan markiert und amplifiziert. 

Die Reverse Transkription (RT) wurde gemaft der im SMART PCR cDNA- 
20 Synthesekit (Clontech, Produktbroschure Seite 19) durchgefuhrt. 

Eine typische Prozedur ist nachfolgend angegeben. 

Komponenten des Reaktionsansatzes: 
25 - 4 jj\ cDNA (aus RT) 

33 /y| Wasser 

5 fj\ 10 x cDNA PCR-Puffer (Clontech, SMART PCR cDNA 
Synthesekit) 

6 p\ Nukleotidmix 

30 - fur die Markierung mit Fluorescein ist der PCR Fluorescein Labelling 

Mix von Boehringer Mannheim geeignet; 
fur CY5 oder CY3 wird folgendes Protokoll verwendet: 
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Verbindung 


5 x konz. 
[nM] 


Konzentration 
der Stammlosung 
[nM] 


zuzugebendes 
Volumen 
[p\] 


CY5-dUTP oder 
CY3-dUTP 


0,5 


1 


25 


dTTP 


1 


100 


0,5 


dATP 


2,5 


100 


1,25 


dCTP 


2,5 


100 


1,25 


dGTP 


2,5 


100 


1,25 


Wasser 


/ 


/ 


20,75 


I 






50 



1 p\ PCR-Primer (10//M, Clontech, SMART PCR cDNA Synthesekit) 
1 //I 50 x Advantage cDNA-Polymerasemix (Cfontech, SMART PCR 
cDNA Synthesekit) 



Das Reaktionsvolumen betragt insgesamt 50 fj\. Die Reaktion wird in 
folgenden Zyklen durchgefuhrt: 95°C 1 min; 24 Zyklen: 95°C 1 5 s, 65°C 
30 s und 68°C 8 min. 

Beispiel 8 Hybridisierung 

Die gereinigte markierte Sonde (PCR-Produkt gemaft Beispiel 7, zweimal 
uber Microcon Membranen, vorzugsweise Microcon 1 00 Membranen gerei- 
nigt) wurde in 1 x Annealing Puffer (1 M Tris HCI pH 8,0; 100 mM MgCI 2 
oder 5 x SSC) in der jeweils gewunschten Konzentration (vorzugsweise so 
hoch wie moglich, z.B. 25 mM) gelost. 10 bis 25 //I der Losung wurden auf 
die in Beispiel 4 hvergestellten Objekttrager aufgebracht. Anschliefcend 
wurden die Objekttrager versiegelt, beispielsweise durch Abdecken mit 
einem weiteren ggf. hydrophobisierten (z.B. mit Trimethylchlorsilan) 
Objekttrager. Nach 1 h erfolgte eine Denaturierung bei 80°C fur mindestens 
3 min und dann eine Inkubation bei der gewunschten Hybridisierungstem- 
peratur fur 4 bis 36 h. Bevorzugte Bedingungen fur die Hybridisierung mit 
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Oligonukleotiden waren 4°C fur 8 bis 12 h unter Verwendung von Losun- 
gen mit einer Konzentration von 2 //M Oligonukleotid in 100 mM Tris HCi 
pH 8,0, 10 mM MgCI 2 . Dann wurde in 0,1 x SSC bei einer fur die jeweils 
gewunschte Stringenz ausreichenden Temperatur gewaschen. 

Der Nachweis der Fluoreszenzsignale erfolgte unter Verwendung eines Fuji 
FLA2000 Fluoscanner oder eines Fluoreszenzmikroskops und einer CCD 
Kamera. 

Bei Verwendung zweier unterschiedlicher kovalent gebundener Primer (18- 
mere) mit verschiedenen Sequenzen, die mit einer Losung eines fluores- 
zenzmarkierten Oligonukleotids, das zu einem der gebundenen Molekule 
vollstandig und zu dem anderen teilweise (30%) komplernentar war, konnte 
eine spezifische Hybridierung ausschlietelich mit dem vollstandig 
komplementaren Primer gezeigt werden. 

Um die Wiederverwendbarkeit der beschichteten Festphasen zu testen, 
wurden die hybridisierten DNA-Molekule (Oligonukleotide) durch Waschen 
bei 90 °C fur 20 - 60 min unter ieichtem Schutteln dehybridisiert. Die 
Dehybridisierung wurde durch Fluoreszenzmessung nachgewiesen. Nach 
vollstandiger Dehybridisierung zeigten die Chips kein Fluoreszenzsignal mehr 
und konnten fur eine zweite Hybridisierungsrunde verwendet werden. Eine 
Wiederverwendung war mehrere Male (mindestens funfmal) ohne signifikan- 
ten Verlust gebundener DNA-Molekule moglich. 

Beispiel 9 Nichtkovalente immobilisierung 

Die Bindung von DNA an die Festphase muft nicht definiert kovalent sein, 
sondern kann auch mit N-(6-Aminohexyl)aminopropyltrimethoxysiian erfol- 
gen. Dazu wurden die zu modifizierenden Glaser einer 0,01 -3%igen Losung 
von N-(6-Aminohexyl)aminopropyltrimethoxysilan in MethanokWasser { = 
1:1) ausgesetzt und ca. 1 -3 h bei Raumtemperatur unter Ieichtem Schutteln 
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reagieren gelassen. Danach wurden die Glaser ausgiebig mit Methanol, 
Wasser und wieder Methanol gewaschen. Uberschussiges Methanol wurde 
durch Zentrifugation bei 500 U/min entfernt und die Glaser bei 130°C ca. 
3 h in einem Ofen reagieren gelassen. Nach dem Abkuhlen auf Raumtempe- 
5 ratur wurde die aufzubringende DNA (mit oder ohne 5'-Aminomodifikation) 
in Wasser oder Puffer gelost aufgetropft. Die Anbindung der DNA an das 
modifizierte Glas erfolgte durch einstundiges Einwirken in gesattigter 
Wasseratmosphare bei ca. 40 bis 50°C und anschiieteendes Backen bei 
110°C fur 10 bis 15 Minuten. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur 
io waren die so gefertigen DNA-Arrays fur die weitere Vorgehensweise 
(Denaturierung, Hybridisierung, Waschen und Detektion) einsatzbereit. 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zur kovalenten Immobilisierung von Biopolymeren an eine 
Festphase umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Festphase ausgewahlt aus metallischen 
Festphasen, oxidischen Festphasen und metallisch-oxidischen 
Festphasen, die auf mindestens einem Teil ihrer Oberflache mit 
Aminogruppen reaktive Gruppen ausgewahlt aus Halogenid-, 
Aldehyd-, Epoxid-, Isocyanat- und Isothiocyanatgruppen 
enthalt, 

(b) Bereitstellen eines Biopolymers mit einer reaktiven 
Aminogruppe und 

(c) kovalentes Immobilisieren des Biopolymers an die Festphase. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die mit Aminogruppen reaktiven Gruppen der Festphase 
ausgewahlt werden aus Aryfhalogenid-, Aldehyd- und 
Isocyanatgruppen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ die Festphase ausgewahlt wird aus Silicium, Siliciumdioxid, 
Silicatglasern und Silicium/Siliciumdioxid. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Festphase eine Struktur der allgemeinen Formel (I) umfaftt: 



Z - R 
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10 



1 5 



20 



25 



30 



35 



worin Z 



R 
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SiHcium, Siliciumdioxid, ein Silicatglas oder eine 
oxidierte Siliciumschicht bedeutet, 

- (CH 2 ),-C1 



- (CH 2 ) R -N-CH- (CH 2 ) m -C 



O 



H 



Cl 



- (CH 2 ) n -NH- O N 

Cl 



O 
/ N 

(CH 2 ) n -CH-CH 2 



S(O) 
II 

( CH 2 ) n - NH - C - NH - R ' -N=C = S (O) 



O 



- {CH 2 ) n -NH-CH 2 - (CH 2 ) ra -C x 



H 



oder 



- (CH 2 ) n -N=C = S (O) 

bedeutet, 

R' einen Alkylen- oder Arylenrest, insbesondere einen 1,4 
Phenyienrest bedeutet, und 

n und m jeweils eine positive ganze Zah! vorzugsweise von 1 bis 20 
bedeuten. 



C 



5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
40 dadurch gekennzeichnet, 

da& die Biopoiymere ausgewahlt werden aus Nukleinsauren und 
Nukleinsaureanaloga. 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

date aminomodifizierte Nukleinsauren oder Nukleinsaureanaloga mit 
einer Struktur der ailgemeinen Formel (II) verwendet werden: 

R'NH-X-NS (ID 

worin 

R 1 Wasserstoff oder eine CT-Cg-Alkylgruppe bedeutet, 

NS eine Nukleinsaure, insbesondere eine DNA oder ein 

Oligonukleotid, oder ein Nukleinsaureanalogon bedeutet, 
X eine chemische Bindung oder eine Linkergruppe bedeutet und 

X mit dem 5'- oder/und 3'-terminaien Baustein von NS 

verknupft ist. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

date NS eine Nukleinsaure ist und R 1 NH-X uber das B'-C-Atom des 5'- 
terminalen Zuckerrests, insbesondere eines Deoxyriboserests, mit NS 
verknupft ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

O 
II 

da& X -(CH 2 ) n1 - oder (CH 2 ) n1 -0-P- 

OM 

bedeutet, worin 

n1 eine positive ganze Zahl oder 0, insbesondere von 1 bis 20, 

z.B. 3,6 oder 12 bedeutet und 
M Wasserstoff oder ein Kation bedeutet. 
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9. Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB aminomodifizierte Nukleinsauren durch enzymatische Synthese 
und anschlieftende ortsspezifische Spaltung an der Aminogruppe 
s erzeugt werden. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Festphase nach Immobilisierung des Biopolymers eine 
to Struktur der allgemeinen Forme! (Ill) umfatet: 

Z-R 2 -Y-X-NS (III) 

worin Z eine Festphase bedeutet, 
15 R 2 - (CH 2 ) n2 - bedeutet, 

Y - N=CH- (CH 2 ) m -CH=N- , 

- NH-CH 2 - (CH 2 ) m -CH 2 -NR 1 " / 

- NR 1 -, 

20 CI (OH) 

- NH^O N 

NR 1 - 

25 

S(O) S(O) 

II 11 

- NH-C-NH- R' -NH-C-NR 1 - 

30 Oder 

OH 
I 

- CH-CH^NR 1 - 

bedeutet, R', R 1 , NS und X wie in Anspruch 6 definiert sind, 
n2 eine positive ganze Zahl oder 0, insbesondere von 1 bis 20, 

z.B. 1 , 3, 6 oder 1 2 bedeutet, und 
m wie in Anspruch 4 definiert ist. 



35 
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1 1 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Biopolymere in einer Array-Struktur auf die Festphase 
aufgebracht werden. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 1 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

date das Aufbringen der Biopolymere durch Mikroinjektionspipetten 
erfolgt. 

1 3. Festphase mit immobilisierten Biopolymeren umfassend eine Struktur 
der allgemeinen Forme! (Ill) wie in Anspruch 10 definiert. 

14. Festphase nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafe sie eine Array-Struktur mit mehreren unterschiedlichen 
Biopolymeren auf jeweils separaten Fiachenbereichen enthalt. 

15. Festphase nach Anspruch 13 oder 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die einzelnen Flachenbereiche einen Durchmesser von etwa 0,5 
bis 10 /ym aufweisen. 

1 6. Verwendung einer Festphase hergestellt nach einem der Anspruche 
1 bis 12 oder einer Festphase nach einem der Anspruche 13 bis 15 
zur Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen den 
immobilisierten Biopolymeren und freien Biopolymeren. 

17. Verwendung nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 
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date die freien Biopolymere ausgewahlt werden aus Nukleinsauren, 
Nukleinsaureanaloga, peptidischen Nukleinsauren (PNA), Peptiden, 
Polypeptides Lipiden und Kohlenhydraten. 

18. Verwendung nach Anspruch 16 oder 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die immobilisierten Biopolymere ausgewahlt werden aus 
Nukleinsauren, Nukleinsaureanaloga und PNA und eine auf eine 
Hybridisierung basierende Wechselwirkung mit freien Biopoiymeren 
untersucht wird. 

1 9. Verwendung nach einem der Anspruche 1 6 bis 1 8 zur Sequenzierung 
von Nukleinsauren. 

20. Verwendung nach einem der Anspruche 16 bis 18 fur 
Untersuchungen der Expression von Genen, der Funktion von Genen 
und des Metabolismus. 

21. Vorrichtung zur Durchfuhrung von Untersuchungen von auf einer 
Hybridisierung basierenden Wechselwirkungen von immobilisierten 
und freien Biopoiymeren, umfassend eine Festphase hergestellt nach 
einem der Anspruche 1 bis 12 oder eine Festphase nach einem der 
Anspruche 14 bis 16, mindestens eine markierte 
Hybridisierungssonde, einen Hybridisierungspuffer und eine 
Hybridisierungskammer gegebenenfalls verbunden mit einer 
Pumpvorrichtung und einer Temperaturkontrollvorrichtung. 

22. Verwendung der Vorrichtung nach Anspruch 21 in einem Verfahren 
zum Nachweis der Bindung von Hybridisierungssonden an 
immobilisierte Biopolymere. 



WO 01/14585 



PCT/EPOO/08193 



- 27 - 

23. Verwendung nach Anspruch 22 umfassend das Ablosen gebundener 
Hybridisierungssonden von der Festphase und den Einsatz der 
Vorrichtung fur weitere Hybridisierungszyklen. 

24. Verwendung nach Anspruch 22 oder 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc Hybridisierungssonden verwendet werden, die 5'- 
aminomodifizierte Nukleotidbausteine enthalten. 

25. Verwendung nach Anspruch 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft gebundene Hybridisierungssonden einer ortsspezif ischen 
Spaltung an der P-N-Bindung der 5'-aminomodifizierten 
Nukleotidbausteine unterzogen und dann von den auf der Festphase 
immobilisierten Biopolymeren abgeldst werden. 

26. Verfahren zur gleichzeitigen Amplifikation und Markierung von cDNA- 
Molekulen umfassend die Schritte: 

(a) Bereitsteilen von RNA-Molekulen, 

(b) Reverses Transkribieren der RNA-Moiekule ohne Einfuhrung 
von Markierungsgruppen in die resultierenden cDNA-Molekule, 

(c) gieichzeitiges Markieren und Amplifizieren der cDNA-Molekule 
unter Verwendung von mit markierten Deoxyribonukleosidtri- 
phosphaten und 

(d) gegebenenfalls Aufreinigen der resultierenden markierten 
cDNA-Molekule. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die in Schritt (a) bereitgestellten RNA-Molekuie eine Population 
unterschiedlicher RNA-Molekule, z.B. Gesamt-RNA, mRNA oder 
andere RNA-Fraktionen aus einer biologischen Probe enthalten. 
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28. Verfahren nach Anspruch 26 oder 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft in Schritt (c) mit Fluoreszenzgruppen, die vorzugsweise 
ausgewahlt werden aus Fluorescein, CY3 und CY5, markierte 
Deoxyribonukleosidtriphosphate verwendet werden. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 26 bis 28, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft wahrend des Ampiif izierens 5 '-aminomodif izierte 
Nukleotidbausteine in die cDNA-Molekule eingebaut werden. 

30. Verfahren nach einem der Anspruche 26 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft in Schritt (c) mindestens einer der fur die Amplification 
verwendeten Primer ein 5'-aminomodifizierter Primer. ist. 

31. Verfahren zu Immobilisierung von Biopolymeren an eine Festphase 
umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Festphase ausgewahlt aus metallischen 
Festphasen, oxidischen Festphasen und metallisch-oxidischen 
Festphasen, die mindestens auf einem Teil ihrer Oberflache 
Aminogruppen enthalt, 

(b) Bereitstellen eines Biopolymers und 

(c) Immobilisieren des Biopolymers an die Festphase, wobei die 
Aminogruppen enthaltende Festphase stabile kovalente oder 
nichtkovalente Wechselwirkungen mit dem Biopolymer 
ausbildet. 

32. Verfahren nach Anspruch 31, 
dadurch gekennzeichnet, 
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date die Aminogruppen der Festphase durch Behandlung der 
Festphasenoberflache mit einer Aminosilylverbindung erzeugt 
werden. 

33. Verfahren nach Anspruch 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Aminosilylverbindung eine Struktur der ailgemeinen Formel 
IV aufweist: 

(R 1 0) 3 Si-(CH 2 ) n NH-(CH 2 ) m NH 2 (IV) 

wobei R 1 Wasserstoff oder eine C r C 3 -Alkylgruppe, vorzugsweise 
einen Methylrest, bedeutet und n und m wie in Anspruch 4 definiert 
sind. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

date man als Verbindung der Formel IV N-{6-Aminohexyl)- 
aminopropyltrimethoxysilan verwendet. 

35. Verfahren nach einem der Anspruche 31 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Festphase nach Immobilisierung des Biopolymers eine 
Struktur der ailgemeinen Forme! (V) umfatet: 

l 

o 
I 

Z-O-Si- (CH 2 ) n -NH- (CH 2 ) m -NH 2 - NS (V) 
I 

O 
I 

wobei NS, Z, n und m wie in Anspruch 10 definiert sind und — eine 
kovaiente oder nichtkovalente Wechselwirkung darstellt. 
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36. Verfahren nach einem der Anspruche 31 bis 35, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Biopolymere in einer Array-Struktur auf die Festphase 
aufgebracht werden. 

37. Verfahren nach einem der Anspruche 31 bis 36, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft das Aufbringen der Biopolymere durch Mikroinjektionspipetten 
erfolgt. 

38. Festphase mit immobilisierten Biopotymeren umfassend eine Struktur 
der allgemeinen Formel (V) wie in Anspruch 35 definiert. 

39. Festphase nach Anspruch 38, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft sie eine Array-Struktur mit mehreren unterschiedlichen 
Biopolymeren auf jeweils separaten Flachenbereichen enthait. 

40. Festphase nach Anspruch 38 oder 39, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die einzelnen Flachenbereiche einen Durchmesser von etwa 0,5 
bis 1 0 pm aufweisen. 

41 . Verfahren zur Auftrennung von doppelstrangigen Nukleinsauren 
aufgrund ihrer Basensequenz, 

dadurch gekennzeichnet, 

daft einer der die doppelstrangigen Nukleinsaurefragmente bildenden 
Nukleinsaurestrange mindestens einen 5'-aminomodifizierten 
Nukleotidbaustein enthait. 

42. Verfahren nach Anspruch 41, 
dadurch gekennzeichnet, 
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dafl die Auftrennung ein partielies Aufschmelzen der 
Nukleinsauredoppelstrange durch einen Temperaturgradienten 
umfaftt. 

43. Verfahren nach Anspruch 41 oder 42 zur Mutationsanalyse. 



0TENT COOPERATION 

From the INTERNATIONAL 


Weickmann^MirP 
E 1 57APR. 2002 

Frist: 


PCT 

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL 
OF COPIES OF TRANSLATION 
OF THE INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT 

(PCT Rule 72.2) 


To: 

WLIUIViVlAIMiN, H. 

Kopernikusstrasse 9 
81679 Munchen 
ALLEMAGNE 




Date of mailing (day/month/year) 
02 April 2002 (02.04.02) 


Applicant's or agent's file reference 
20349P WO 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 

PCT/EPOO/08193 


International filing date (day/month/year) 

22 August 2000 (22.08.00) 


Applicant 

EUROPAISCHES LABORATORIUM FUR MOLEKULARBIOLOGIE (EMBL) et al 



1. Transmittal of the translation to the applicant. 

The International Bureau transmits herewith a copy of the English translation made by the 
International Bureau of the international preliminary examination report established by the 
International Preliminary Examining Authority. 



2. Transmittal of the copy of the translation to the elected Offices. 

The International Bureau notifies the applicant that copies of that translation have been 
transmitted to the following elected Offices requiring such translation: 

CA^NJ^K^KR^S 



The following elected Offices, having waived the requirement for such a transmittal at this time, 
will receive copies of that translation from the International Bureau only upon their request: 

A^EA^P^AG^AM^AU^BA^B^G^R^BY^BZ^CH^C^CU^DE^DK^DM^Z^E^ES^L 

GB^D^E^H^GM^R^HUJDJLJNJS^E^G^LC^K^LR^S^T^LUXV^A^MD^MG^MK^MN^W, 

MX,MZ,NO,NZ,PL,PT,RO,RU,SD,SE,SG,SI,SK,SL,TJ,TM^ 



3. Reminder regarding translation into (one of) the official language(s) of the elected Offlce(s). 

The applicant is reminded that, where a translation of the international application must be 
furnished to an elected Office, that translation must contain a translation of any annexes to the 
international preliminary examination report. 

It is the applicant's responsibility to prepare and furnish such translation directly to each elected 
Office concerned (Rule 74.1). See Volume II of the PCT Applicant's Guide for further details. 





The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Authorized officer ^ 

Pascal PiriouN. 

.cr v- — ^ 

Telephone No. (41-22) 338.83.38 ~~ — ^ 



Form PCT/IB/338 {July 1996) 4757299 



PATENT COOPERATION TR^^Y 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
20349P WO 



International application No. 

PCT/EP00/08193 



FOR FURTHER ACTION SeeNotlficationofrransmitta{oflntematl ona] Preliminary 

Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 



International filing date (day/month/year) 

22 August 2000 (22.08.00) 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12Q 1/68 



Priority date (day/rnonth/year) 

24 August 1999 (24.08.99) 



Applicant ~ 

EUROPAISCHES LABORATORIUM FUR MOLEKULARBIOLOGIE (EMBL) 



1 . This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

2. This REPORT consists of a total of 6 sheets, including this cover sheet. 

□ ThlS r j* ort is aIso accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
I [Xj Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability- 
citations and explanations supporting such statement a HF i«.auiiuy, 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 
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01 March 2001 (01.03.01) 


Date of completion of this report 

26 November 2001 (26.11.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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I I. Basis of the report 

1. With regard to the elements of the international application:* 
I | the international application as originally filed 
the description: 

P a S es 1-20 

pages " ~' 

Pages — — 



temational application No. 

PCT/EP00/08193 



_ , filed with the letter of 



, as originally filed 

, filed with the demand 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-43 



. , as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 
. . filed with the demand 



□ 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



. , filed with the letter of 



I I th e sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



. , filed with the letter of 



, as originally filed 

, filed with the demand 



filed with the lener of 



, as originally filed 

. , filed with the demand 



1 2 ^Ma: ^ra_s?rffi h * ,o ,his Authori * in - '« 

These elements were available or furnished to .his Authority in the following language which _. 

LJ the language of a translation fumtshed for the purposes of in.emattonal search (under Rule 23. 1 (b)). 
LJ the language of publication of the intemat.onal application (under Rule 48.3(b)) 

U of the trans.at.on furnished for the purposes of internat.ona. preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 

' P^l^ in me intemariona, apphcat.on, the intemat.ona, 

0 contained in the international application in wrinen form. 
U filed together with the international application in computer readable form. 
LJ furnished subsequently to this Authority in written form. 
LJ furnished subsequently to this Authority in computer readable form 

bet~d.' hat mf0ma " On reC ° rded COmpU ' er rcadab "= f0 ™ * «> -«en sequence listing has 

The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description, pages 

□ the claims, Nos. 

□ the drawings, sheets/fig 



have been considered to go 



5 □ be h vonH P ,h^ h ?, been eS,a r b !' S J hed as if < som<: °0 < he amendments had no. been made, since they 
beyond the disclosure as filed, as mdicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).-* 

' <]£ Z response ,o an invilalion under Article l4 are referred , Q 

and 70.17). J annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 

* * Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
Form PCT/IPEA/409 (Box I) (July 1998) 
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IV. Lack of unity of invention 



1. In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 
restricted the claims. 
I I paid additional fees. 

□ 

paid additional fees under protest. 
I I neither restricted nor paid additional fees. 

- J 1 TnJS Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to Rule 68 1 
I — I not to mvite the applicant to restrict or pay additional fees. 



3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13 3 is 
complied with. 

p*\] not complied with for the following reasons: 

See supplemental box 



4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 
in establishing this report: 

all parts. 

□ 

the pans relating to claims Nos. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: IV 



Claims 2 6 - 30 relate to a method for the simultaneous 
amplification and labelling of cDNA molecules, and Claims 
41 - 43 to a method for unravelling double-strand nucleic 
acids. The subjects of these claims are not so linked with 
the subjects of the remaining claims as to form a single 
general inventive concept (PCT Rule 13.1). 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to 
citations and explanations supporting such statement 


novelty, inventive step or industrial applicability; 


1 . Statement 




Novelty (N) Claims 


12, 14, 15, 26 - 30, 37, 39 YES 
- 43 


Claims 


1 - 11, 13, 16 - 25, 31 - NO 
36, 38 


Inventive step (IS) Claims 


YES 


Claims 


1-43 no 


Industrial applicability (IA) Claims 


1-43 YES 


Claims 


NO 



2. Citations and explanations 



The following documents cited in the international search 
report represent the closest prior art: 

(A) US-A-5 760 130 

(B) US-A-5 622 826 

(C) WO-A-97/18226. 

Independent Claims 1 and 31 relate to methods for 
immobilizing biopolymers on a solid phase. In one case 
(Claim 1), the surface of the solid phase comprises a 
reactive group to which a biopolymer, preferably an amino- 
modified nucleic acid, is covalently bonded. In the other 
case {Claim 31), the surface of the solid phase comprises 
an amino group which interacts covalently or non- covalently 
with the biopolymer. 

The subjects of these claims are anticipated in a manner 
prejudicial to novelty by the disclosures in documents A 
(see columns 1 and 2 and the claims), B (see the claims and 
tables) and C (see the claims and Figure 2c) . The same 
applies to Claims 2 - 11, 13, 16 - 25, 32 - 36 and 38, 
which also fail to comply with the requirements of PCT 
Article 33(3). 



.../... 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



l^fcmationa] application No. 

LEE1M 



INTERNATIONAL PRETTmINARY EXAMINATION REPORT , , f _ r Q 

I r^l/h^r UU/Uol93 

(Continuation of V.2) 



PCI 



The subjects of Claims 12, 14, 15, 37, 39 and 40 do not 
appear to contain an inventive concept per se and therefore 
do not comply with the requirements of PCT Article 33(3). 

The subjects of Claims 26-30 and 41-43, which are not 
dealt with in any of the international search report 
citations, are common general knowledge in the relevant 
technical field and therefore do not comply with the 
requirements of PCT Article 33(3). 
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Application No. Publication date Filing date Priority date 

Patent No. (valid claim) 

(day /month /year) (day /month /year) (day /month /year) 

DE-A-198 15 864 14.10.1999 08.04.1998 

Should the claimed priority date not be valid, the above- 
mentioned document would become relevant for the assessment 
of novelty and inventive step (PCT Article 33(2) and (3)). 
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